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VACCIN THERAPEUTIQUE CIBLE CONTRE LA P-GLYCOPROTEINE 
170 POUR INHIBER LA RESISTANCE MULTIDROGUES DANS LE 
TRAITEMENT DES CANCERS 

5 

La presents invention s'inscrit dans ie cadre de la recherche et de la 
mise au point de nouveaux agents utiles pour traiter la r^istance 
multldrogues (resistance pISYotropique ou resistance multidrogues) 
apparalssant chez certains patients lors du traitement de cancers. 

10 L'invention conceme en particuller des agents utilisables pour induire 

une r§ponse immunitaire chez des patients souffrant de resistance 
multidrogues en cours de traitement d'un cancer, dans Ie but d'att§nuer, 
voire de reverser cette resistance. L'invention conceme aussi de tels 
agents pour pr6venir I'apparition de resistance multidrogues. 

15 L'invention conceme S cet egard une composition comprenant d'une 

part un vehicule et d'autre part des conjugues formes par liaison covalente 
entre une region peptidique et des molecules d'aclde gras de chaTne 
carbonee comprise entre 012 et 024, ladite partie peptidique etant derivee 
d'au molns I'une des boucles extracelluiaires de la proteine P-170. Oette 

20 composition immunogene, administree dans des conditions appropriees 
pemiet I'inductlon d'anticorps anti-P-170. 

L'invention conceme egalement des precedes d'immunisation 
utiiisant les compositions precedentes ^ base de conjugues associes d un 
vehicule phannaceutiquement acceptable, par exemple des liposomes. 

25 L'invention conceme en particulier des precedes d'lmmunisation dont la 
mise en oeuvre precede, est concomitante ou suit une etape de traitement 
chimiotherapeutique administre k un patient. 

L'invention concerne enfin rutilisatlon de la composition seion 
l'invention pour Ie traitement in vivo de la resistance multidrogues, 

30 apparaissant chez un patient souffrant d'un cancer traite au moyen de 



rn^dicaments anticancdreux, ou le cas 6ch6ant pour la prevention d'une 
telle resistance multidrogues. 

Le phdnomdne de resistance multidrogues (MDR) a ete mis en 
evidence e la fin des annees 70 sur des lignees de cellules cancereuses 
rendues resistantes ^ des drogues chimiotherapeutiques notamment des 
drogues utilisees pour le traitement de cancers. La resistance multidrogues 
se caracterise par une resistance pierotropique, vis e vis de drogues 
chlmiotlierapeutiques utilisees pour le traitement d'un patient, lorsque ces 
drogues ont des structures et des specificites differentes. Parmi les 
drogues capables de seiectionner ou dinduire la resistance pieYotropique 
de la cellule cancereuse, on citera la colchicine, radriamyclne, 
Tactinomycine, la vincristine, la vinblastine et la mitoxantrone. D*un point de 
vue phenotypique la resistance multidrogues se caracterise par une 
diminution de Taccumulation intracellulaire des drogues cytotoxiques, des 
modifications physiologiques de la cellule et une surexpression dans la 
membrane cellulaire de la prot6ine P-glycoproteine encore appel6e 
proteine P-gp ou encore proteine P-170 (Van der Bliek et aL 1988. Gene 
71(2) : 401-411. Thiebaut et al. 1987 Proc. Natl. Acad. Sci. 84(21) : 7735- 
7738, Endicott et al. 1989 Annu. Rev. Biochem. 58 : 137-171). La proteine 
P-170 est responsable d'un flux actif des medicaments hors de la cellule 
(encore appeie i'efflux actif), ce phenomene etant dependant de la 
consommation d'ATP, La reconnaissance par la proteine P-170 et 
Texcretion hors de la cellule traitee, mediee par la proteine P-170 d'une 
grande variete de composes chimiques, de structures et de fonctions 
diverses, demeurent Tun des aspects les plus enigmatiques de la fonction 
de cette proteine. L'absence de la mise en evidence d'une caracteristique 
structurale commune entre les drogues faisant Tobjet d'une resistance 
croisee ne permet pas d'envisager reiaboration de drogues qui ne seraient 
pas expuls6es, sous I'influence de la proteine P-170, 

La resistance multidrogues des tumeurs aux agents de 
chimiotherapie constitue un probieme central en cancerologie medicale. 



Tandis que des progr&s dans les traitements de soutien sont observes, le 
probl^me de la resistance aux drogues demeure un obstacle d Tobtention 
de meilleurs taux de guSrison. On constate que les cellules tumorales 
peuvent ne pas rSpondre d la chimiothSrapie d§s le d6but du traitement. 
Cette resistance multidrogues de novo est malheureusement frSquente 
dans plusieurs types de tumeurs solides. On a par ailleurs pu observer un 
phenomdne de resistance acquise, se manifestant au niveau de tumeurs 
qui, au depart, ont repondu e la chimiotherapie et qui developpent ensuite, 
e plus ou moins court terme, une resistance aux traitements. 

Pour etre plus efficaces, les traitements anticancereux ont ete 
associes e des agents modulateurs de la resistance multidrogues 
egalement nommes agents revertants pouvant bloquer le flux sortant de 
drogues m6di6 par la proteine P-170, hors de la cellule et ainsi circonvenir 
la resistance multidrogues. Les agents revertants existants, tels que le 
verapamil, la quinine et la ciclosporine, entraTnent une toxicite inacceptable 
pour le patient lorsqu*ils sont utilises aux doses necessaires pour inhiber 
Tactivite d'efflux de la proteine P-170. Par exemple, le verapamil a 
rapidement montre ses limites dans le traitement de reversion de cancers 
du fait de Tapparition chez le patient de dysfonctionnements tels que 
rhypotension, Tarytiimie cardiaque et Tinsuffisance cardiaque congestive 
lors de son administration aux doses curatives qui sont egalement les 
doses limites de toxicite (Miller et coll. 1991. J Clin Oncol 9(1) : 17-24). 

Des analogues plus recents, tels que le dexverapamil, le PSC 833 
(derive de la cyclosporine) et dernierement le S9788 des Laboratoires 
Servier, ont fait Tobjet d'essais cliniques ayant pour but de vaincre la 
resistance multidrogues. Cependant, ces nouveaux agents de reversion 
connaissent des limites d'utilisation comparables a celles reportees pour 
Tancienne generation d'agents de reversion. En effet, les essais de 
traitement de la resistance multidrogues a Taide du S9788 (6- [4- [2,2-di (4- 
fluorophenyl)-ethylamino]-1-piperidinyl]-N,N-di-2-propenyl-1,3,5-triazine- 
2,4-diamine), derive de triazineaminopiperidine, ont caracterise les limites 



d'utlllsatlon de ce prodult suite d !?apparitlon de ph6nom6ne8 de toxlcit6 
cardiaque. d'arythmie ventriculaire et de torsade de polnte (Stupp et coll. 
1998. Ann Oncol 9(11) : 1233-1242). En consequence, le ph6nom6ne de 
resistance multidrogues est difficilement endigu6 par les agents de 
reversion, nouveaux et classiques, du fait de doses de traitement 
equivalentes aux seuils de toxicity pour le patient devenu r6fractalre d la 
chimlotheraple. 

L'lmmunoth6rapie, en particulier I'utilisation des • anticorps 
monoclonaux, a aussi et6 envisagee pour traiter la resistance multidrogues 
apparaissant chez le patient. Elle a ete testee la premiere fois pour Inhiber 
la formation de tumeurs dans un cancer ovarian e I'alde de I'antlcorps 
monoclonal MRK16 (Tsuruo. 1989. Cancer Treat Res 48 : 1811-1816). Plus 
r6cemment, I'lmmunotherapie monoclonale dans te traitement de la 
resistance multidrogues a ete approfondie par Mechetner et Roninson 
(1992. Proc Natl Acad Sci USA vol.89 pp.5824-5828). En effet, des 
anticorps monoclonaux UIC2 dirig6s centre un epitope extracellulaire de la 
P-glycoproteine humaine ont ete obtenus et testes in vitro sur des lignees 
cellulaires resistantes aux anticancereux. II a alors ete montre que I'effet 
Inhibiteur. in vitro, des anticorps monoclonaux UIC2 est comparable e celui 
du verapamil employe aux doses cllnlques maximales (3pM). Les anticorps 
monoclonaux antl-P-170 exercent leur effet par une inhibition de I'activite 
ATPasique de la proteine P-170 ainsi que par I'Inhibition de la liaison des 
medicaments d la proteine P-170. 

Une immunotherapie appropriee, fondee sur I'lnjectlon d'anticorps 
monoclonaux au patient, peut avoir certains avantages dans la mesure oD 
elle peut eilminer les cellules resistantes residuelles d'une tumeur. 
Cependant. la meconnaissance de la specificlte, de la toxicite, de 
I'efficaclte aInsI que du mecanlsme d'action des anticorps limitent 
rutllisation de cette approche pour vaincre la resistance multidrogues due d 
la surexpression de la proteine P-170. En particulier, ne sont pas maTtrises 
dans rimmunotherapie monoclonale , les effets secondaires lies aux 



reactions immunes anti-anticorps de souris ou de lapin ainsi que les 
difficult^s li§es au d^^ut d'humanisation des anticorps monoclonaux. 

La pr6sente Invention a done pour but de proposer une strat^gie 
alternative aux traltements d6j§i disponibles de la resistance multldrogues 
dans le cancer, en vue de rem6dier, au moins en partie, aux inconv6nlents 
de traltements connus de la resistance multldrogues. L'invention propose ^ 
ce litre, une immunoth6rapie fond6e sur I'induction d'auto-antlcorps 
polyclonaux, sp6ciflques de la glycoprot6lne-P (Prot6ine P-170). Cette 
Immunotheraple est obtenue en utilisant la capacity antlg§nlque, de 
conjuguSs comprenant des peptides derives d'au moins I'une des boucles 
extracellulaires de la protSlne P-170, d induire des anticorps chez un 
patient lorsque ces peptides sent prSsent^s et administr6s sous une fonme 
permettant ou favorisant I'expression de leur capacite antig^nique, et 
notamment lorsqu'ils sont assocl§s ^ un v6hicule phanmaceutiquement 
acceptable. En particulier les anticorps sont des auto-anticorps induits 
centre la P-170 humaine. 

L'expression « conjugu§ » correspond, selon l'invention, ^ un r^actif 
form6 par liaison covalente entre des molecules d'acides gras de chaTne 
carbon^e comprise entre C12 et C24 et des sequences d'acides amines 
telles que d^crites dans la pr^sente invention, pour fonmer une molecule 
mixte lipido-peptidlque. La sequence peptidique, obtenue notamment par 
synthase en phase solide, est coupl^e de mani6re covalente aux molecules 
d'acides gras constituent la region lipidique de la mol6cule. 

La glycoprot6lne-P ou prot6lne P-170 est une phospho-glycoprot6ine 
membranaire de 170 IcDa identifiee par Juliano et Ling (1976. Biochim 
Biophys Acta 455(1) : 152-162). La proteine P-170 murine est constitute de 
1276 acldes amines formant deux moiti§s 6quivalentes. Les domaines 
hydropliobes de la molecule sont numerot6s de 1 a 12 et sont impllques 
dans le flux sortant de drogues chlmiotherapeutiques. Les boucles 
extracellulaires 1, 2 et4 de la proteine P-170 murine ont ete retenues pour 
leur topologie extracellulaife prononcee pr6jugeant de leur caractere 



antig6nique. De manl6re Squivalente. ia proteine P-170 humalne (Chen et 
al. 1986 Cell. 47(3) : 381-389) est une proline de 1280 acldes amines 
constitute de deux domaines homologues comprenant chacun six 
domaines en htlice transmembranaires ainsi qu'un site de liaison 
nucldotidique. Les regions hydrophobes de ces domaines 
transmembranaires fomnent des boucles extracellulaires consid6r6es 
comme les fragments de reconnaissance de ia prot6lne P-170 depuis 
rext6rieur de la cellule. Les boucles extracellulaires 1, 4 et 6 de la prot6ine 
P-170 humaine ont aussi 6t6 retenues comme ayant un pouvoir 
antlg6nique 6lev§ du fait de leurs situations extracellulaires partlculltrement 
marquees. 

L'immunoth6rapie mise en oeuvre dans le cadre de I'invention 
complete la th6raple chimique du cancer pour penmettre aux effets traltants 
des drogues chimiothSrapeutiques de se manifester. 

ConfomnSment d I'acception usuelle dans le cadre de I'invention, le 
« cancer » se d6finlt par deux caract6ristlques principales : la croissance et 
la proliferation cellulaire non r6gul6es par des signaux externes et la 
capacity d'envahir les tissue ainsi que, le cas 6ch§ant. la capacit6 de 
former des metastases en colonisant des sites S distance. 

Ces caracteristiques sont la consequence des propriet§s 
Intrins6ques des cellules canc6reuses, c'est-^-dire de leur instabllite 
caryotypique et g6nomique, de leur proliferation incontrdiee, de leur pouvoir 
metastatique s'accompagnant de I'acquisition de nouveaux phenotypes 
ainsi que de ['activation et de la derepression d'oncogenes dans lesdites 
cellules cancereuses. On entend done par « cancer » dans le cadre de la 
presente invention toute phase de la croissance ou de la proliferation 
cellulaire ayant les caracteristiques ci-dessus, 6voluant notamment vers le 
developpement de tumeurs primaires et/ou de tumeurs metastatlques 
(tumeurs secondaires). 

De plus, au sens de la presente invention, on entend par 
« traitement de la resistance multidrogues » {'ensemble des soins medicaux 
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destin6s ^ combattre la rdslstance multldrogues pour en limiter les 
cons§quences, 6viter la mort et de pr6f6rence r6tabllr une sensibility aux 
medicaments anticanc6reux. A ce titre, I'objectif du traitement de la 
resistance multldrogues est ld6alement ^ vis6e curative de la resistance 
5 multldrogues, en Induisant une reversion complete vers un phenotype 
cellulaire sensible la chimiotheraple. Cette reversion peut neanmoins etre 
partielle : d§s lors. te traitement de la resistance multldrogues va s'averer 
palliatif pemnettant une remission prolongee du patient. Le traitement de la 
resistance multldrogues se caracterise egalement par son pouvoir 
10 prophylactique permettant de prevenir I'apparition de resistances 
multldrogues de novo ou acquise, chez le patient. 

L'Inventlon conceme done en particulier, une composition 
immunogene comprenant d'une part un vehicule, d'autre part en tant que 
structure antlgenique, des conjugues comprenant au molns un peptide 
15 derive de la boucle extracellulaire 1 de la proteine P-170, cheque peptide 
etant associe & plusieurs molecules d'acide gras de chaTne carbonee 
comprise entre C12 et C24, et presentant dans cette association, tout ou 
partie de la conformation de la boucle extracellulaire 1 de la proteine P-170 
pour permettre, dans des conditions d'adminlstration appropriees. 
20 I'induction d'antlcorps anti-P-170. 

Dans le contexte de I'inventlon, I'expresslon « vehicule » d'une 
composition Immunogdne designe tout agent assurant le transport des 
structures antlgenlques dans le syst6me immunitalre. En particulier, un 
vehicule confomne d I'inventlon pounra etre constitue de liposomes, de 
25 proteines membranaires bacterlennes telles que les OMPC de Neissera 
meningitidis, TraT d'Esctierichia coli, de proteines Omp d'enterobacteries, 
de nanoparticules, de miscelles, de particules d'or, de microbllles et de 
virosomes. 

Au sens de la presente invention, le terme « peptide derive » de la 
30 proteine P-170 designe tout ou partie de la sequence d'acldes amines 
composant chaque boucle extracellulaire de la proteine P-170, des lors que 
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ledit- « peptide d6riv6 » possdde au moins un Epitope de la boucle 
extracellulaire dont il derive. Un peptide d6riv6 d'une boucle extracellulaire 
a avantageusement entre 5 et 50 r§sldus d'acides amln6s, de pr6f6rence 
entre 5 et 40, ou entre 10 et 30, avantageusement entre 10 et 25 r6sidus. 
Entrent dans le cadre de cette d6finitlon, (1) des peptides dont la sequence 
d'acides amines est identlque d la sequence correspondante de la boucle 
extracellulaire dont lis d^rivent ou (2) des peptides dont la sequence 
d'acides amines est modifiSe par rapport d la sequence de la boucle 
extracellulaire dont lis d^rivent, ladite modification pouvant consister en une 
mutation ponctuelle par insertion, d6l6tlon ou substitution, en particulier 
substitution conservative, d'un ou plusleui^ rSsidus dds loi^ que le peptide 
ainsi constltu6 reste porteur d'6pitope de la protdlne P-170. En particulier 
une mutation acceptable est une mutation qui ne perturbe pas la 
confomnation du peptide modifiS lorsqu'il est inclus dans la composition de 
I'invention. Cecl peut §tre v6rifi6 par la capacit6 du peptide modifi§ S induire 
des anticorps lorsqu'il est formula dans une composition conform6ment d 
I'invention. 

Les peptides de I'invention sont obtenus de preference par syntlidse 
chimique, en particulier par mise en ceuvre des m6thodes d^crites ci-apr6s. 

Dans le contexte de I'invention, I'expression « boucle 
extracellulaire » de la glycoprot6ine-P (ou ProtSine P-170) ddsigne cheque 
sequence d'acides amines de la prot§ine P-170 ayant une topologie 
extracellulaire ou une relation significative avec le milieu extracellulaire 
pourpouvoir §tre s^lectionnSe en tant que sequence porteuse d'Spltope de 
cette protSine. 

Les sequences d'acides amines fomriant les peptides synth6tiques 
utilises dans le cadre de I'invention peuvent etre en tant que telles 
antigeniques. ou etre antig6niques dhs lors qu'elles sont presentees dans 
une conformation telle qu'elles conservent la conformation de la sequence 
d'acides amines qui leur con-espond dans la boucle extracellulaire dont 
derive le peptide, ou une confomiation suffisamment similaire pour conf6rer 



au peptide formd une capacity d induire la production d'anticorps dans des 
conditions d'administration appropri6es. La capacity d Induire la production 
d'anticorps pourra par exemple §tre v6rifi6e chez la souris immunis§e avec 
les peptides pr6par6s dans le cadre de I'inventlon ou par tout autre moyen 
connu. AinsI les peptides de linvention ont avantageusement, dans la 
composition immunogdne, une conformation tridimensionneile telle qu'elle 
reprodult la confomiatlon de la partie de boucle extracellulaire dont d6rive 
le peptide, ou qu'elle est suffisamment similaire d cette derni^re, pour 
conf6rer d la composition fomn6e, sa capacity immunogfene. La 
presentation approprl^e des peptides r^sulte avantageusement de leur 
association avec les autres constituants de la composition immunog§ne. 

Cette facult6 d induire la production d'anticorps est en particulier 
obtenue lorsque les peptides de I'inventlon sont des peptides synth6tls6s et 
modifies pour se presenter sous la forme de conjugu6s, assocl6s d un 
v6hicule appropri6, en particulier des liposomes. 

Les conjugu§s selon I'inventlon correspondent aux structures 
antigSniques transport6es par ie v6hlcule dans la composition 
immunog^ne. Dans le contexts de Tinvention. I'expression « structure 
antlg6nique » ddsigne des mol§cules capables de r^agir avec des 
anticorps pour former des complexes antig^ne/anticorps. Ladite « structure 
antigSnique » de la composition immunog§ne a, ou non, en tant que telle la 
capacity d'induire un phfenomdne d'immunog6nlcit6 correspondant d la 
fonnation d'anticorps sp6cifiques d'un antigdne donn6. 

Dans le cadre de la prSsente Invention, les sequences d'acides 
amines correspondant aux sequences des boucles extracellulaires 
(representees en grandes lettres) peuvent etre alIong6es notamment e 
leur(s) extremite(s) au moyen de residus d'acides amines (representes 
dans les peptides il!ustr6s ci-apres en petites lettres majuscules) sur 
lesquels les residus d'acides gras sont couples. Differentes sequences de 
conjugues de I'invention couplant sequences d'acides amines et molecules 
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d'adde gras sont repr6sent6e8 sous cette forme .dans les tableaux qui 
suK/ent. 

Avantageusement, les mol6cules d'acide gras de chatne carbon6e 
C12. C13. C14. C15. C16. C17. C18. C19, C20, C21. C22. C23 ou C24 
sont de pr6f6renoe des molecules d'acide palmitique en C16. Les cliaTnes 
carbon6es des moI6cules d'acide gras comprises entre C12 et C24 sont 
Iin6aires ou ramifi6es. De pr6f6rence, les mol6cules d'acide gras ont des 
chaTnes carbon6es Iin6aires. En revanche, les molecules d'acide gras ne 
peuvent §tre ni monoinsatur6es ni polyinsatur6es en ralson 
d'incompatlbilit6 r6actionnelle lors de la synthase peptidique en particulier 
durant la demi6re 6tape de d6protectlon en presence d'acide fort. 

De fapon pr§f6r§e, cheque conjugu6 comprend au moins quatre 
molecules d'acide gras de chaTne carbon6e comprise entre C12 et C24, les 
motecules d'acldes gras 6tant. de pr6f6rence 6galement r6parties aux 
extr6mlt6s N- et C- terminates des peptides. Selon les acides gras d'autres 
r6partitlons peuvent §tre envisag6es y compris dans i'interieur de la 
sequence d'acldes amines. Ces peptides sont 6galement couptes de fa^on 
covalente aux molecules d'acide gras. 

Pr§f6rentiellement, les peptides, dans les conjugu6s, sont chacun 
couptes d quatre molecules d'acide palmitique, ils sont done 
tStrapalmitoytes. 

De pr6f6rence deux mol6cules d'acide palmitique sont coupl6es d 
I'extr6mit6 N-terminale et deux mol§cules d'acide palmitique sont coupl6es 
d I'extr6mite C-terminale du peptide. 

Dans un mode de realisation encore pr^f^rd, les peptides des 
conjugues comprennent des sequences d'acldes amines d6riv6es d'au 
moins deux boucles, de pr§f6rence de trois boucles extracellulaires de la 
prot^ine P-170. 

A titre d'exemples, ces conjugu6s, comprennent des peptides 
derives de la boucle extracellulaire 1 (mpp1), et d'au moins une des 
boucles extracellulaires 2 (mpp2) ou 4 (mpp4) de la prot6ine P-170 murine, 



caract6ris6e8 par leur sequence, leur masse molSculaire et leur puret^ 
aprSs synthase selon le protocole experimental d6crit ci-aprds dans le 
tableau I. 
Tableau I : 



Nom des 
conjuguds 


sequence en acides amines 


Masse 
mol6culaire 
calcul6e 


Masse 1 
molteulaire 
observde 


Puret6 
(%) 


mpp1 


K-G-GNMTDSFTKAEASILPSITNQ 
SGPNSTLIISNSSLEEE-G-K-K-NH2 


5436 


5437 


91.6 


mpp2 


K-G-KVLTSFTNKELAYAK-G-K-K-NHj 


3293 


3293 


93.8 


mpp4 


K-G-SRDDDMETKRQNEN-G-K-K- 
|nH2 


3190 


3188 


95.3 
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Las masses mol6culalres calcul6es et observ6es des peptides 
d6riv6s des boucles extracellulaires 1, 2 et 4 de la prot^ine P-170 murine 
ont 6t6 obtenues par analyse par spectrom6trie de masse soit : 
10 -[M+H+] pour la masse moI4culaire calcul^e, 

-MALDI-TOF et PDMS-TOF pour la masse mol6culaire mesur6e, i.e. 
(Matrix Assisted Lazer Desorption Ionization - Time of Flight) 
(Plasma Desorption Mass Spectrometry - Time of Flight). 
De plus les sequences en acides amines sont 6galement analys^es 
15 par hydrolyse des allquots dans HCI 6N/ph6nol § IICC afin de verifier le 
nombre d'acides amines attendu et obtenu (attendu/obtenu) : 

mpp 1. A (2/1.5). D (5/4.4). E (5/6.6). F (1/0.6). G (4/3.4), I (4/3.6). K 
(4/4.0). L(3/3.5), M (1/0.7). P (2/1.8), T (4/3.0). S (8/7.4). 

mpp 2, A (2/2.3). D (1/1.2), E (2/2.4). F (1/1.0). G (2/2.1). K (6/6.0). L 
20 (2/2.1), S (1/0.9). V (1/1.0). Y (1/1.0). 

mpp 4. D (5/5.0). E (3/3.1), G (2/2.0). K (4/3.7). S (1/0.9). R (2/1.9). 
Selon un mode de realisation particulierement avantageux de 
I'invention. les conjugu§s comprennent des peptides derives de la boucle 
extracellulaire 1 (hpp1) (hpp : human palmitoyi peptide) et d'au moins une 
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des boucies extraceilulalres 4 (hpp4) et 6 (hpp6) de la prot6ine P-170 
humaine. Les peptides des conjuguSs comprennent done des sequences 
d'acides amines d6riv6es des boucies extraceilulalres 1(hpp1) et 4 (hpp4) 
ou des boucies extraceilulalres 1 (hpp1) et 6 (hpp6). 

De pr6f6rence, les conjugu6s de la composition lmmunog6ne 
comprennent des peptides d6rlv6s des trols boucies 1 (hpp1), 4 (hpp4) et 6 
(hpp6) de la prot6ine P-170 humaine. 

Etant donnS la longueur de 47 acldes amines de la boucte 1 de la 
protdine P-170, des peptides d6riv6s de cette boucle peuvent r^sulter de la 
division en trois fragments de ladite boucle 1, obtenus par coupure au 
niveau des sites de glycosylation. Les trois peptides d§riv6s donnent lieu 
aux trols conjugu6s sulvants hippla, hpp1b et hppic dont on peut rSaliser la 
synthase. D'autres peptides peuvent §tre des fragments de ces trois 
peptides, contenarit un ou plusieurs Epitopes. D6s lors, les conjugu6s selon 
la pr6sente invention comprennent done tout ou partie des peptides d§riv6s 
de la boucle extracellulaire 1 de la prot6ine P-170 humaine correspondant 
aux trois peptides resultant de la coupure de ladite boucle 1 au niveau des 
sites de glycosylation. 

Les sequences peptidiques des conjugu^s sont utilisables en tant 
que telles pour la preparation de compositions immunogdnes selon 
IMnvention en particulier en association avec des liposomes. Les peptides 
de ces conjugu6s sont respectivement choisis panni les sequences 
d'acides amines suivantes : 

. - pour la boucle 1 : 

GEMTDIFANAGNLEDLLMSNITNRSDINDTGFFMNLE 
EDMTRYAYYYS 

- pour la boucle 1a : GEMTDIFANAGNLEDLLMS 

- pour la boucle 1b : NITNRSDINDTGFF 

- pour la boucle 1c :MNLEEDMTRYAYYYS 

- pour la boucle 4 : FSRIIGVFTRIDDPETKRQNSNLFS 

- pour la boucle 4a : FTRIDDPETKRQNSNLFS 
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- pour la boucle 6 : FRFGAYLVAHKLMSFED 

Pour la boucle extracellulaire 1, on utilisera avantageusement les 
trois peptides 1a, 1b et 1c dans une mfime composition. Altemativement 
les peptides la et 1b ou 1a et 1c ou 1b et 1c seront mis en oeuvre. 

Le tableau II r^capitule les sequences en actdes amines des 
conjugu^s correspondant aux boucles extracellulaires 1, 4 et 6 de la 
protdine P-170 humaine. Les sequences en acides amines correspondant 
aux sequences des peptides d^rivSs sont en grandes lettres alors que les 
petites lettres correspondent aux acides amin§s ajoutSs sur lesquels les 
molecules d'acide gras sont couplSes. 

La sequence, la masse mol6culaire et la puretS des peptides dScrits 
dans le tableau II peuvent §tre contrdlSes par les techniques d§crites ci- 
dessus pour les peptides du Tableau L 

Un peptide d6riv6 d'une boucle extracellulaire a avantageusement 
une puret6 6gale ou sup6rieure ^ 90%, avantageusement comprise entre 
91% et 98%, mesur^e en chromatographie HPLC apres la synthase. 



Tableau II : 



Nom des 
conjuguds 


Sequence en acides amines de la P-170 humaine 


Hpp1 


K-G-GEIVITDIFANAGNLEDLLMSNITNRSDINDTGFFMNLE 
EDMTRYAYYYS-G-K-K-NH2 


Hpp1a 


K-G-GEMTDIFANAGNLEDLLMS-G-K-K-NHa 


Hpp1b 


K-G-NITNRSDINDTGFF-G-K-K-NH2 


Hpp1c 


K^-MNLEEDMTRYAYYYS-G-K-K-NHj 


Hpp4 


K-G-FSRIIGVFTRIDDPETKRQNSNLFS-G-K-K-NH2 


Hpp4a 


K-G-FTRIDDPETKRQNSNLFS-G-K-K-NH2 


Hpp6 


K-G-FRFGAYLVAHKLIVISFED-G-K-K-NH2 



De fa^on pr6f§r6e et comme illustrSe au tableau II, les sequences 
d'acides amines des boucles extracellulaires des peptides des conjuguSs 
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sont allong^es en position N- et/ou C-temiinale par un ou plusieurs rSsidus 
d'acides amines pour permettre {'association aux molecules d'acide gras de 
chatne carbon^e comprise entre C1 2 et C24. 

L'association desdits peptides aux acides gras peut §tre r^alis^e 

5 exclusivement en position N-termlnale ou alternativement exclusivement en 
position C-terniinale. Avantageusement, dans les conjugu6s, l'association 
des peptides aux acides gras est r6alis§e en position N-terminale et C- 
terminale des sequences peptidiques, en particulier pour donner des 
sequences t6trapalmitoyl6es. 

10 Alternativement ou cumulativement, on peut envisager d'associer 

des acides gras d des r^sidus internes dans la sequence peptidique. 

Les r^sultats exp^rimentaux ci-apr&s montrent que {'association de 
peptides particuliers d uniquement deux molecules d'acide palmitique peut \ 
ne pas conduire d I'expresslon d'une r6ponse immunogdne. Ceci traduit la y 

15 n6cessit6 de s§lectionner les acides gras pour conf§rer .aux conjugu6s .'t 
fomn^s, la conformation ndcessaire d {'induction d'une r6ponse immunitaire. 

line attention particuli^re est 6galement apport6e d la synthase des 
conjugu§s selon I'invention et en particulier d leur region peptidique. En ; 
effet, les travaux pr6c6dents de TosI et coll. (1995) ont mis en Evidence ~ 

20 que la sequence peptidique de mpp1, qui est le plus long des conjugu6s 
avec 43 acides amines, ne pemiettait pas I'obtention d'une rSponse ' 
immunitaire. En {'absence d'explications et d'hypoth§ses de travail sur ce 
constat, les inventeurs ont r6v6{6, dans {e cadre de {a pr§sente invention, le 
rdle essentiel d'une synthase peptidique trds precise. Les inventeurs ont 

25 done d6velopp6 et montr§ qu'une m6thode de synthase am6lior6e 
pemnettant une production plus efflcace de certains acides amin§s en 
Svitant ieur lmp{ication dans des reactions de terminaison prScoce 
permettait d'obtenir en particulier une s§quence mpp1 immunor6active. Les 
conjugu6s selon I'invention peuvent done §tre obtenus sous une forme 

30 appropri§e pour r6aliser la composition immunogene de {'invention par une 
syntiidse sur support solide selon {a strategie.Boc/benzyle. En Cespece, les 
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peptides correspondant aux sequences des boucles extracellulaires 1 , 2 et 
4 de la P-170 murine ont done 6t6 synth6tls6s par un synth6tiseur de 
peptide « Applied Biosystems 430A » utilisant le 
tertiobutyloxycarbonyl/benzyl ou strat6gie Boc/benzyle et in situ une 
activation par le (N-[ (1H - benzotriazol - 1 - yl) (dinn6thylamino) 
m6thyl6ne] - N - m6thylm6thanaminium hexafluorophosphate N-oxyde. 

Pour former les compositions immunog§nes de Tinvention d partir 
des susdits conjugu^s, on choisit avantageusement les liposomes comme 
vdhicute pour presenter les conjugu6s dans la composition de la pr^sente 
Invention. 

On entend par « liposomes » au sens de la pr^sente invention une 
particule sph^rique artificielle constitute d'une ou piusieurs couches de 
phospholipides. assurant la presentation aux cellules du systSme 
immunitaire des peptides porteurs des Epitopes et d6riv6s des boucles 
extracellulaires de la glycoprot6ine-P (P-170). 

La composition selon la pr6sente invention comprend 
avantageusement les conjuguts et les liposomes dans un rapport molaire 
compris entre 1/10 et 1/1000, de pr6f6rence entre 1/50 et 1/500, 
avantageusement dans un rapport molaire de 1/250. 

Avantageusement, les liposomes sont prepares en mtlangeant le 
dimyristoylphosphatidylcholine (DPMC) , le dimyristoylphosphatidylglycerol 
(DMPG) et le cholesterol dans un rapport molaire respectivement de 0.9 : 
0,1 : 0.7. Les produits utilises supra sont de pr6f6rence d'origine 
synth6tique afin d'§viter les possibilit6s de contamination par des 
endotoxines, prions ou virus. Par exemple, les phospholipides DMPC et 
DMPG sont d'origine synthfetique (Avanti Polar Lipids USA) et le 
cholesterol, de purete ^ 98%, est d^origine animate. Le monophosphoryl 
lipide A (MPI-A), egalement d'origine synthetique, et connu pour accroitre la 
r6ponse immunitaire (Fries et coll. 1992. Proc Natl Acad Sci 89(1) : 358- 
362) a et§ ajoute et test6 ^ des liposomes dans une concentration de 40pg 
par pmole de phospholipides. 



15 



peptides correspondant aux sequences des boucles extracellulaires 1 . 2 at 
4 de la P-170 murine ont done 6t6 synth6tls68 par un synthdtlseur de 
peptide « Applied Bloeystems 430A » utilisant le tertiobutyloxycarbonyl/benzyl 
ou strat^gle Boc/benzyle et in situ une activation par le (N-[ (1H - 
benzotriazol - 1 - yl) (dim6thylamino) m6thyl6ne] - N - m6thylm6thanaminium 
hexafluorophosphate N-oxyde. 

Pour former les compositions immunogdnes de I'invention d partir des 
susdits conjugu^s, on clioisit avantageusement les liposomes comme v6hicule 
pour presenter les conjuguds dans la composition de la prdsente invention. 

Avantageusement. lesdits conjugute sont presents d la surface des 
liposomes. 

On entend par « liposomes » au.sens de la pr^sente invention une , 
particuie sphSrique artificielle constitute d'une ou plusieurs couches de 
phospholipides. assurant la presentation aux cellules du systdme 
immunitaire des peptides porteurs des epitopes et d6riv§s de^ boucles > 
extracellulaires de la glycoprot4ine-P (P-170). ^ 

La composition selon la prtsente invention comprend .rj 
avantageusement les conjugu§s et les liposomes dans un rapport molaire 
compris entre 1/10 et 1/1000, de preference entre 1/50 et 1/500, 
avantageusement dans un rapport molaire de 1/250. 

Avantageusement, les liposomes sont prepares en meiangeant le 
dimyristoylphosphatidylcholine (DPMC) , le dimyristoylphosphatidylglycerol 
(DMPG) et le cholesterol dans un rapport molaire respectivement de 0.9 : 
0.1 ; 0.7. Les produits utilises supra sont de preference d'origine synth6tlque 
afin d'ev'rter les possibilites de contamination par des endotoxines, prions 
ou virus. Par exemple, les phospholipides DMPC et DMPG sont d'origine 
synthetique (AvantI Polar Lipids USA) et le cholesterol, de purete a 98%, est 
d'origine animate. Le monophosphoryl lipide A (MPUV). egalement d'origine 
synthetique, et connu pour accroTtre la reponse immunitaire (Fries et coll. 
1992. Proc Na« Acad Sci 89(1) : 358-362) a ete ajoute et teste ^ des 
liposomes dans une concentration de 40pg par pmole de phospholipides. 
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La composition selon la pr6sente invention comprend en outre au 
moins un composant choisi panni des adjuvants. Le terme « adjuvant » est 
utilise dans le contexte de la prdsente invention pour designer un produit 
permettant un stimuli non sp6cifique des r6ponses immunes et augmentant 
rantig6nicite des structures antig§niques. Uadjuvant agirait en mobilisant 
ies cellules phagocytaires vers le lieu de d§pdt des structures antig^niques 
et en assurant un relargage plus lent des antigSnes, ce qui prolonge la 
stimulation du syst^me immunitaire. 

En particulier, Ies adjuvants utilises dans la pr^sente composition 
immunog^ne sont choisis dans le groupe consistent en Alum, phospliate de 
calcium, interleukine 1, monophosphoryl lipide A (MPLA) et/ou 
microcapsules de protSines et de polysaccharides. Avantageusement, 
l*Alum est I'adjuvant utilise dans le cadre de la pr§sente Invention. 

De telles compositions immunogdnes sont prepar6es sous la forme 
de solutions liquides, ou de suspensions injectables, ou encore sous une 
forme solide adapt^e d la mise en solution prSalable d Tinjection dans le 
cadre, par exemple, d'un kit d'exploitation de la pr§sente composition. 

La pr6sente invention concerne non seulement la composition 
immunogfene consid6r6e en tant que telle et definie supra, mais 6galement 
la mise en oeuvre de cette composition dans des m§thodes d'immunisation 
selon invention. 

La pr6sente invention porte done sur une m6thode d'immunisation 
comprenant une premiere administration, notamment par injection de la 
composition immunogdne selon Tinvention, et une administration de rappel 
de ladite composition (ou booster) par exemple de deux injections 
successives. Les injections de rappel. exposant plusieurs fois le meme 
antigene» induisent une r^ponse immunitaire secondaire forte. Uexposition 
rep6tee de peptides derives des boucles extracellulaires de la proteine P- 
170 aupres du systeme immunitaire induit une memoire immunologique 
ainsi que des reponses secondaires ult^rieures rapides et elevees en titre 
d'antlcorps. 
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Plus partlculldrement. dans la prSsente m6thode d'immunlsatlon les 
Injections chez Thumain sont rdalistes d 1 mois d'intervalie. 

Selon un mode de realisation, rimmunisatlon par la composition 
selon rinvention peut §tre mise en oeuvre de manidre concomitante ou 
pr6c6dent les traitements antlcanc6reux administr6s aux patients. De 
preference, I'lmmunlsation precede le traitement de chimloth6raple afin de 
prevenir et antlciper I'apparition d'un ph§notype de resistance multidrogues 
chez le patient. Ce plan de traitement sera pr6f6r6 d une Immunisation 
concomitante aux traitements chimiotherapeutiques lorsque le diagnostic et 
revolution du cancer permettent une prise en charge th6rapeutique curative 
(chlmiotherapie) decaiee d'au moins 30 jours d compter de la date de 
diagnostic. Une prise en charge tardive du cancer n'empSche pas 
Tutllisatlon de la methode d'immunlsatlon par la composition de la presente *• 
invention. En effet, I'association dans le mSme temps du traitement f- 
antlcanc6reux et de I'lmmunlsation par ladite composition immunog6ne .«. 
indult neanmoins une r6ponse immunitaire pour la production d'auto- 
anticorps anti-P-170 ayant un effet curatif ou palliatif sur I'apparition du 
phenotype de resistance multidrogues. L'effet curatif de I'immunisation par i.; 
la presente composition s'illustre par une reversion du phenotype de 
resistance multidrogues. Dans le contexte de I'inventlon, I'expresslon 
« reversion » du phenotype de resistance multidrogues deslgne le passage 
d'un phenotype de resistance multidrogues d un phenotype dit sensible aux 
traitements chimiotherapeutiques. 

Par « chlmiotherapie », « anticancereux » ou « droglies 
chimiotherapeutiques », I'on entend au sens de la presente invention, tout 
traitement curatif ou palliatif de tumeurs primaires ou seoondaires d base 
d'agents cytotoxiques. La chlmiotherapie requiert gen6ralement plusieurs 
cycles de traitement. 

Dans le cadre d'une methode d'immunisation precedent le traitement 
de chimiotherapie. la mise . en oeuvre de la premiere injection de la 
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composition selon la presents invention prScdde d'au moins 60 jours, de 
pr6f6rence 63 et 67 jours, le d6but du traitement chimloth6rapeutique- 

Les compositions selon invention sont administrables par voie 
toplque, par voie syst6mique (orale, nasale et autres voies muqueuses) 
et/ou par voie parent6rale (intraveineuse, sous-cutan§e, intramusculaire ou 
intra-p6riton6ale) ou par combinaison de ces voles et induisent 
effectivement un r^ponse Immune protectrice centre la r6sistance 
multidrogues. La composition est formulae de mani§re § permettre une 
administration ais6e par ies diverses voles ci-dessus. En particulier, le 
choix des composes auxiliaires (agent mouillant, 6mulslfiant ou tampon) est 
dict^ par le mode d'administration choisi. 

Avantageusement, Timmunlsation est r6aris6e grSce S une 
administration par vole intramusculaire et intra-p6riton6ale respectivement 
Chez rhomme et chez la souris. 

La pr6sente invention porta en outre sur une composition 
immunogfene comprenant d'une part un v6hicule et d*autre part des 
conjugues comprenant au moins un peptide d6rjv§ de la boucle 
extracellulaire 1 de la prot6ine P-170. cliaque peptide etant associ6 d 
plusieurs molecules d'acide gras de cfiaTne carbon6e comprise entre C12 
et C24 lesdits conjugues pr^sentant tout ou partie de la conformation de la 
boucle extracellulaire 1 de la prot6ine P-170, pour la reversion de la 
resistance multidrogues apparaissant chez un patient attaint d'un cancer. 

Cette composition est partlculi6rement adaptee aux traitements des 
tumeurs solides exprimant le gene MDR1 codant pour la prot§ine P-170 
humaine. 

En particulier, II est prevu lors des phases cliniques I/I I de tester la 
pr6sente composition vaccinate chez des patients porteurs de tumeurs 
solides de type cancer du sein, du foie, du colon, de Tintestin, de la 
prostate, de la vessie, du cerveau mais egalement la leucemie et le 
myelome. Les patients choisis pour cette §tude clinique seront selectionnes 
sur des criteres de non-immunodepression et de tolerance a un traitement 
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composition selon la pr^sente invention pr^cdde d'au moins 60 jours, de 
pr6f6rence 63 et 67 jours, le d6but du traitement chimloth§rapeutlque. 

Les compositions selon Tinvention sont administrables par voie 
topique, par voie syst^mique (orale, nasale et autres voies muqueuses) 
et/ou par voie parent^rale (intraveineuse, sous-cutan6e, intramusculaire ou 
intra-pdriton^ale) ou par combinaison de ces voies et induisent 
effectivement un r^ponse immune protectrice centre la resistance 
muitidrogues. La composition est formulae de manidre d permettre une 
administration ais6e par les diverses voies ci-dessus. En particulier, le 
choix des composes auxiliaires (agent mouillant, 6mulsifiant ou tampon) est 
diets par le mode d'administration choisi. 

Avantageusement, Timmunisation est r6alis6e gr§ce ^ une 
administration par voie intramusculaire et intra-periton6aIe respectivement 
Chez rhomme et chez la souris. 

La pr6sente invention porte en outre sur une composition ^ 
immunogene comprenant d'une part un vehicule et d'autre part des 
conjugu§s comprenant au moins un peptide derive de la boucle 
extracellulaire 1 de la protSlne P-170, chaque peptide 6tant associS ^ 
plusieurs molecules d'acide gras de chaTne carbon6e comprise entre C12 
et C24 lesdits conjuguSs prSsentant tout ou partie de la conformation de la 
boucle extracellulaire 1 de la protelne P-170, pour la r6version de la 
resistance muitidrogues apparaissant chez un patient atteint d'un cancer. 

Cette composition est particulierement adaptee aux traitements des 
tumeurs solides exprimant le g§ne MDR1 codant pour la prot6ine P-170 
humaine. 

En particulier, il est prevu lors des phases cliniques l/ll de tester la 
presents composition vaccinale chez des patients porteurs de tumeurs solides 
de type cancer du rein, du foie. du colon, de Untestin, de la prostate, du sein, de 
la vessie, du cerveau, du sang (leucemie) et/ou des tissus medulaires (myelome). 
Les patients choisis pour cette etude clinique seront s§lectionn§s sur des 
criteres de non-immunodepression et de tolerance & un traitement 
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Standard. Parall^lement d ces essais, sera effectuSe une dtude 
pharmacodynamique et de tol6rance chez ces mfimes patients. Enfin, la 
composition selon la pr§sente Invention sera testae directement chez des 
patients exprlmant spontan6ment une r6sistance multldrogues afin 
5 d'6valuer clinlquement chez Thomme le taux de reversion du ph6notype de 
resistance multidrogues. 

La pr^sente invention est illustr§e sans pour autant §tre limitSe. par 
les figures suivantes : 

- Figure 1 : representation des peptides synth6tiques 
10 correspondent aux fragments extracellulaires de la proteine P-170 

de sourls, couples d quatre molecules d'acide palmitlque (C16) par 
molecule de peptide. 

- Figure 2: schematisation de la strategle de synthase 
Boc/benzyle des peptides sur support solide. 

15 - Figure 3 : protocole de chlmloth6rapie apr6s immunisation et 

injection de cellules P388R chez la souris. 

- Figure 4 : representation du tltre en antlcorps en fonction du 
temps d'Immunisation (1*'*, 2*""*, S**"* injection) dans les s6rums 
de souris immunlsees par Lp2. Les antlcorps anti-mpp1, mpp2, 

20 mpp4 ont 6te quantifies et les differents isotypes detectes en 

utilisant des antlcorps secondaires anti-murins specifiques Ig (M, 
G3, G2a, G2b, 01) respectivement. Chaque histogramme 
represente la moyenne des valeurs obtenues pour 5 serums de 
souris saignees 12 jours apres une Immunisation, Une unite 

25 correspond d 0,2|jg Ig/mi. 

- Figure 5 : representation du titre en antlcorps en fonction du 
temps d'Immunisation (1*"*, 2*™, 3*™® Injection) dans les s6njms 
de souris immunlsees par Lp4. Les antlcorps anti-mpp1, mpp2, 
mpp4 ont ete quantifies et les differents isotypes detectes en 

30 utilisant des anticorps secondaires anti-murins specifiques Ig (M, 

G3, G2a, G2b, G1) respectivement. Chaque histogramme 
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represents la moyenne des valeurs obtenues pour 5 scrums de 
souris saign^es 12 jours apr^s une immunisation. Une unitd 
correspond S 0,2|jg Ig/ml. 

- Figure. 6 : representation du titre en anticorps en fonctlon du 
temps d'Immunisation (I***, 2*"*, 3*^* injection) dans les s6rums 
de souris immunis§es par Lp3. Les anticorps antl-mpp1, mpp2, 
mpp4 ont 6t6 quantifies et les differents isotypes d6tect6s en 
utilisant des anticorps secondaires anti-murins specifiques Ig (M, 
G3, G2a, G2b, G1) respectivement. Chaque iiistogramme 
represente la moyenne des valeurs obtenues pour 5 serums de 
souris saignees 12 jours apres une Immunisation. Une unite 
correspond d 0,2|jg Ig/ml. 

- Figure 7: representation du titre en anticorps en fonction du 
temps dimmunisatlon (1*", 2^, 3*"«» injection) dans les semms 
de souris Immunisees par Lpl. Les anticorps anti-mpp1, mpp2, 
mpp4 ont ete quantifies et les differents isotypes detectes en 
utilisant des anticorps secondaires anti-murins specifiques Ig (M, 
G3, G2a, G2b, G1) respectivement. Cfiaque liistogramme 
represente la moyenne des valeurs obtenues pour 5 serums de 
souris saignees 12 jours apres une immunisation. Une unite 
correspond ^ 0,2Mg Ig/ml. 

- Figure 8 : Temps de survie des souris immunisees par Lp1 et 
Lp2. Au temps 0, 10^ P388R cellules chimioresistantes ont ete 
Inocuiees. Aux jours 1, 10 et 22, 5,5mg/kg de doxorubicine et aux 
jours 4 et 14, 2'5mg/kg de vinblastine ont ete injectes. 

I - Materiels et methodes 

1-1 Preparation des conluau6s formes par liaison covalente entre la 
region peptidlque et les molecules d'acide gras de chame carbonee 
comprise entre C12 et C24. 



La synthase des peptides peut dtre rdalisde sur un synthStiseur de 
peptides, par exemple un synth6tlseur « Applied Blosystem 430A » en 
utillsant le (13.14) tertiobutyloxycarbonyl/benzyl et in situ une activation par 
le (N- [ (1H - benzotrlazol - 1 - yl) (dim6thylamino) m6thyl6ne] - N - 
m6thylm6tlianaminium hexafluorophosphate N-oxyde (Schaizer M. et a! 
Science 1992. 256 (5054) : 221-225), puis couples de fagon covalente avec 
quatre mol6cules d'acides palmltique par molecule de peptide (figure 1). 

Une m6thode de syntlidse am6lior6e permettant une production plus 
efflcace de certains acides amines en Svitant ieur implication dans des 
reactions de temriinalson pr6coce a 6t6 d6velopp6e. Ceci est 
partlculi6rement Int6ressant dans le cas de mpp1 du fait de sa longueur (43 
acides amines). Les peptides murins mppi, mpp2 et mpp4 ont notamment 
6t^ synthMlsds et les r^sultats de la synthase (analyse de la sequence des 
peptides, masse moteculaire, et puret6) ont 6t6 rapport6s au Tableau 1 
supra, chaque peptide ayant §t6 contr6l6 pour sa sequence par analyse 
des acides amines aprds hydrolyse acide totale, pour sa masse mol6culalre 
par analyse de spectrom6trie de masse et pour sa puret6 par HPLC. 

Selon cette m§thode, la synthase des conjugu§s repose sur 
('Elaboration sur r6sine de la sequence peptidique voulue, puis la 
d^protection des fonctions amines des lysines N et C-terminales afin de les 
coupler avec les acides gras d chaTne carbon6e comprise entre C12 et 
C24. L'6tape finale est le clivage par I'acide fluorhydrique anhydre. Les 
conjuguEs ont §t§ obtenus en utillsant la strat6gie Boc/benzyle. L'approche 
optimale conslste a ^laborer la sequence peptidique sur la phase sollde 
puis d coupler un acide gras activ6 sur une fonction amine (ou thiol) 
d6prot§g6e s§lectivement. SI I'acide gras est introduit a rextr6mlt6 N- 
tenninale, le peptide ne n^cessite pas d'am^nagements fonctionnels 
particuliers. Par centre I'introduction de I'acide gras en position C-terminale 
s'effectue en g6n6rai sur la fonction amino e d'une chaine laterale de lysine. 
En strategic Boc/benzyle, il est necessaire d'introduire I'acide amln6 Boc-L- 
Lys(Fmoc)-OH lors de la synthase du peptide. Apres avoir 6labor6 toute la 
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Sequence, la fonction amino est d^protSg^e puis acylSe avec Tacide gras 
de chaTne carbon6e comprise entre C12 et C24. Le conjugud est enfin 
d6prot6g6 et coup6 de la r^sine en presence d'un acide fort, I'acide 
fluorhydrique anhydrique (Figure 2). 

5 

1-3 Purification et presentation des coniuau6s sur les liposomes 

Les conjugu6s une fois synth6tis§s sont purifies par RP-HPLC ou 
chromatographie liquide ^ haute performance S polarity de phase inversSe. 

10 Cette 6tape de purification est rendue delicate en raison de ia presence de 
chaTne lipidique qui entraTne un ^largissement des pics 
chromatographiques et des problSmes de solubility. Uisolement du produit 
attendu, des impuret^ form^es lors de i'elongation du peptide peut §tre 
d§licat et conduire § des rendements faibles. En outre, la purification peut v 

IS 6tre difTicile dans la mesure oD Tacide gras est situ6 en position C- 
temiinale. En effet, dans ce cas le produit d§sir6 mais aussi les impuret6s 
portent la partie lipophile a Torigine des difficult6s chromatographiques. De ?- 
plus, cette strat6gie fait intervenir en fin de synthese une 6tape de coupure 
et de d6protection en milieu fort. Ce traitement limite le choix de la partie • 

20 lipophile (Deprez et coll. 1996. Vaccine 14(5) : 375-382 ; Stober et coll. 
(1997) Bioorg, Med. Chem. 5(1) : 75-83). 

La presentation des conjugu6s a la surface des liposomes est 
obtenue de mani§re m6canique. En effet, les conjugu^s melanges aux 
liposomes s'enchassent au sein de la membrane phospholipidique des 

25 liposomes a Taide de leurs doubles chaTnes lipidiques. 

1-3 Evaluation du deor^ d'immunoa6nicit6 des peptides coupl6s a 
deux ou Quatre acides gras de chaTne carbon6e comprise entre C12 et C24 

30 Afin de progresser dans ia comprehension du degre 

dMmmunog6nicite des conjugues selon Tinvention. deux types de conjugu6s 
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ont 6t§ fabriquSs et testes. Le premier type de conjugu6s correspond aux 
sequences synthdtiques des peptides ddriv^s des boucies extracellulaires 
de la prot61ne P-170 murine, coupl§es de fagon covalente d quatre 
molecules d'acide gras. par mol6cule de peptide, de chaine carbon6e 
comprise entre C12 et C24. Le second type de conjugu6s est form§ d'un 
peptide coupl6 seulement ^ deux mol6cules d'acide gras. Cette 6tude est 
illustr^e ^ I'aide d'un exemple sp6cifique de conjuguds dipalmitoyl6s et 
t6trapalmitoylSs. 

Le tableau III d6crit les sequences des conjuguSs di- et 
tStrapalmitoylSs correspondant aux boucies 1. 2 et 4 de la protSine P-170 
murine ainsi que leur capacity immunogSne mesurSe d Taide de la 
detection des anticorps par la technique de Dot Blot ainsi que le titre en 
anticorps par unit6s de fluorescence. On observe que les souris ayant re9u 
des liposomes contenant des conjugu^s avec deux r^sidus palmityls ne 
montrent pas de r6ponse immunitaire S {'exception du mpp*4, 
correspondant § la boucle 4 de la prot6ine P-170 murine. Le titre en 
anticorps induit par ce conjugu6 est toutefois quatre fois inf6rieur au titre 
induit par mpp4, soit la m§me sequence coupl6e ^ quatre r§sidus palmityls. 
Les conjugu6s mpp4 et mpp2 engendrent une r6ponse immunitaire avec un 
titre en anticorps proche de 400 unites de fluorescence. Dans le cadre de la 
premidre synthase peptidique aucun anticorps n'a 6t6 detects suite ^ 
rinjection du conjugue mpp1 correspondant d la sequence acide amin§ la 
plus longue, ce qui pouvait rSsulter de la synthase peptidique. En effet, la 
synthase de cette boucle est trds dure et longue puisqu'il existe de 
nombreuses terminaisons chimlques possibles.ou de repontage chimique 
ce qui pourralt expliquer le manque de rSponse immunitaire de ce premier 
lot de peptides. Pour les essais de vaccination des animaux, il a done ete 
precede ^ une nouvelle synthese des peptides, notamment de la boucle 1. 

Au vu de ces resultats, le models couplant chaque molecule de 
peptides a quatre molecules d'acide gras de chaine carbonee comprise 
entre CI 2 et C24 renforce la capacite immunogene desdits conjugues 
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incorpor^s dans, la membrane des liposomes dans la composition 
immunogdne selon I'lnvention (Figure 1). La structure tertlaire induite par 
les interactions hydrophobes aux extrdmitSs N et C temilnales joue done un 
rdle pour I'induction d'une rSponse immunitaire humorale importante et 
sp^ctflque. Ces Interactions de type hydrophobe sont assez fortes pour 
cr6er une conformation en boucle d6finie comme 6tant la structure tertiaire 
6quivalente de la structure naturelle des boucles extracellulalres de la 
prot6lne P-170. Cette conformation « naturelle » se retrouve expos6e de 
fagon stable ^ la surface du vShicule, de pr^f^rence d la surface des 
liposomes, dans le cas des conjuguds couples S quatre r6sidus d'acide 
gras en C12 ^ C24 par molecule de peptides. La diminution par un facteur 
deux de ces interactions hydrophobes peut 6tre insuffisante pour obtenir la 
structure « naturelle » condulsant d une inhibition presque totale du 
potentlel antig6nique des conjugu6s selon I'lnvention. 



Tableau III : 



Nom des 


Sequences en acides amines 


Nombre de 


Detection 


Titre en Ac 


conjugu^s 




chaTnes 


des 


unites de 






palmityl 


anticorps 
par Dot 
Blot 


fluorescence. 


mppi 


K^-GNMTDSFTKAEASILPS 

ITNQSGPNSTLIISNSSLEEE- 

G-K-K-NH2 


4 




<10 


mpp*1a 
mpp'lb 


G-GNMTDSFTKAEAS.G-K-NH2 
G-LPSITNQSGPNS-G-K-NH2 


2 
2 


pas test6 


pas teste 
<10 


mpp'lc 


G-TLIISNSSLEEE-G-K.NH2 . 


2 




<10 


mpp*2 


G.KVLTSFTNKELQAYAK.G-K- 
NH2 


2 




<10 


mpp2 


K-G-KVLTSFTNKELQAYAK-G- 
K-K-NH2 


4 


+ 


360 


mpp'4 


G-SRDDDMETKRQNEN-G-K. 
NH2 


2 


+ 


100 
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K-6-SRDDDMETKRQNEN-G-K- 








mpp4 


K-NH2 


4 


+ 


400 



1-4 Pr6parations vacctnales 



Les compositions immunog6nes pr6par6es comprennent : 
5 Lp1 : conjugu6s, liposomes (DPMC, DPMG, cholesterol) 

Lp2 : liposomes (DPMC, DPMG. cholesterol) 
Lp3 : liposomes (DPMC. DPMG, cholesterol), MPLA, conjugu6s 
Lp4 : conjugu^s. 

Les liposomes pr^sentent d leur surface les trois conjugu^s mpp1, 
10 mpp2 et mpp3 ajoutes dans un rapport molaire de 1 :250 avec les 
phospholipides. Les solvants organiques permettant I'homogSn^isation de 
cet ensemble sont evapores, le film resultant, aprds hydratatlon avec du 
PBS ph=7,4 st6rile est ajust6 d une concentration finale en phospholipides 
de 4mM. Enfin, les liposomes en suspension sont au moment de 
15 rimmunisation m6lang6s ^ de I'Alum st6rile (Pasteur M^rieux) dans un 
rapport volumique. Les preparations vaccinates injectees aux animaux 
correspondent done aux compositions immunogenes Lp1. Lp2, Lp3 et Lp4 
dans des formulations comprenant I'alum comme adjuvant de rimmunit6, 
Talum etant en outre capable de prolonger la dur6e d'absorptlon du vaccin. 

20 

1-5 Animaux 

Les etudes ont §te realisees sur des souris B6D2F1 femelles agees 
de 6 d 10 semaines et issues de croisements entre des femelles C57B1/6 
25 et des m§les DBA/2 (Charles River Laboratories). Les souris, objet de 
rexp6rimentation, p6sent entre 19 et 22g. Les pretevements sanguins chez 
Tanimal sont r6alis§s, 7 d 12 jours apres rimmunisation. au niveau du sinus 
retro-orbital. 
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1-6 Protocole d'tmmunisation 

Les souris ont 6tS immunisSes trois fois d deux semaines d*intervalle 
par injection intra-p6riton6ale, avec 200pl de composition vaccinale. Ce 
5 protocole experimental est conduit pour les quatre preparations sur des 
groupes de neuf souris B6D2F1 (Iffa Credo L'Arbresle, France). 

Pour quantifier par Dot Blot les diff6rentes immunoglobulines 
induites par la vaccination, on a prSleve pour chaque souris, 100|jl de sang 
au sinus retro-orbital, un jour avant le rappel et 15 jours apr^s la derniSre 
10 injection. Chaque echantillon de sang a ensuite ete centrifuge et le serum 
isoie a ete utilise pour la quantification. 

1-7 Agents anticancereux 

15 La doxorubicine (Dox) (Sigma) et la vinblastine (VLB) sont utilisees 

en tant qu'agents anticanc6reux dans le protocole de modele in vivo; 
d'induction de tumeurs solides et de chimioth6rapie aprfes immunisation. 

La doxorubicine est le chef de file des antineoplasiques 
cytostatiques de la famille des anthracyclines, elle est done largement 

20 utilisee seule ou en association dans le traitement de nombreuses tumeurs. 
Le mode d'action principal de la doxorubicine semble §tre au niveau de 
rinhibition de I'ADN topoisomerase IL Mais comme tous les medicaments 
anticancereux, la doxorubicine presente des effets secondaires en 
particulier d'ordre hematologique, digestif, inflammatoire et surtout toxicite 

25 cardiaque qui en limite Tusage dans les traitements chimiotherapeutiques. 
La solution de doxorubicine est utilisee ^ une concentration de 10"^mol/l 
dans les presentes experimentations. 

La vinblastine est un vinca alcaloTde couramment utilise en 
therapeutique en tant qu'agent bloquant les mitoses cellulaires en 

30 metaphase, d'ou son nom de poison du fuseau mitotique. La vinblastine tue 
done preferentiellement les cellules qui se divisent rapidement, eile est 
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done particull6rement appropri6e pour le traltement du cancer des 
testicuies et le sarcome de Kaposi. N6anmoins. les manifestations toxiques 
de la vinblastine sont nombreuses et varices, la principale de ces 
manifestations 6tant la toxicity sanguine. Enfin, la solution de vinblastine 
5 est utllis6e d une concentration de 10*^ mol/l dans les essais exp6rimentaux 
de la prSsente invention. 

1-8 Module in vivo d'inductlon de tumeurs solides 

10 La lignSe cellulaire B16R, origlnaire d'un m6lanome murin et 

s6lectlonn6e pour sa resistance d la doxombiclne, a 6t6 choisie dans la 
pr6sente invention pour le d6veloppement de tumeurs solides. Les cellules 
B16R sont cultlv6es in vitro, r6colt6es en phase exponentielle de 
crolssance et nettoy6es avec un tampon salin phosphate (PBS) avant leur 

15 administration par injection sous cutanee dans le flanc arri6re de la souris. 
Le volume d'injection est de SOpI d'une suspension de 1.10^cellules B16R 
en NaCI 0.85% (Candido KA et a! Cancer Res 2001, 61 (1) :228-236). Les 
souris developpent un m6lanome de taille moyenne de 2.0g ± 1.2g dans 
une p6riode comprise entre 22 et 24 jours apr6s inoculation de cellules 

20 canc§reuses. 

Apr§s ddveloppement tumoral, la llgnSe B16R s'est confimi6e 
r6slstante aux traltements chimioth6rapeutlques avec la doxorubiclne. D6s 
lors les conditions exp§rimentales pr§c6dentes ont servi de module pour 
Induire une tumeur sollde k partir de cellules P388R murines (cellules de 

25 n6oplasme lymphoYde murin caract6ris6es et utllls§es comme cellules de 
reference pour leurs propri6t6s MDR - Kohls WD. et al Cancer Res 1986 
Sep, 46(9) :4352-6) r6sistantes 6galement a la doxorubiclne . 

D'autres cellules tumorales peuvent etre mises en ceuvre d6s lors 
qu'elles presentent une resistance a la chimiotherapie testee. 

30 1-9 Protoc ole de chimloth6raDie aor^s immunisation 
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Un protocole de chimiothdrapie utilisant deux agents anticancSreux, 
la vinblastine et la doxorubicine, a 6t6 §tabli tel que dScrit Figure 3. Le 
traitement chlmiothSrapeutique des souris pr^alablement immunis6es avec 
les preparations vaccinales Lp1 et Lp2 debute un jour aprSs Tinjection 
sous-cutan6e de 10^ cellules canc6reuses P388R (jour 0), par une injection 
hebdomadaire de doxorubicine S la dose de 5,5 mg/kg (jours 1, 10 et 22) 
suivi de Tinjection altern^e de vinblastine d la dose de 2,5mg/kg (jours 4 et 
14). Pendant cette p6riode la prise de nourriture, d*eau et le poids des 
souris ainsi que leur sun/ie ont 6te enregistrSs. Avant Tinjection avec les 
cellules P388R, des ^chantillons de sdrum de souris ont ^td pr^lev^s 
pendant une pdriode comprise entre 15 et 45 jours aprds rimmunisation, 
pour quantifier les anticorps anti-P170 et contrSler leur activity. 

MO Analvse de la r6ponse Immunitaire par Dot-Blot 

Les conjugu6s selon ('invention servant de molecules antig6niques, 
dilu6s dans du PBS, sont dans un premier temps d6pos6s ^ temperature 
ambiante sur les membranes de nitrocellulose. Au bout de 30 minutes, ces 
molecules antig^niques sont bloquees avec 3ml d'une solution contenant 
du PBS-5% lait 6cr6m6. Les membranes sont incubees pendant 2 heures, 
d temperature ambiante, sans lavage, avec 24\}\ de serum murin dilue 
prealablement volume d volume avec du PBS, dans 2ml de PBS contenant 
1% de lalt ecreme et 0,1% de tween 20, Ledit serum murin a ete preieve 
dans une periode de 15 d 45 jours apres la troisieme immunisation. Apres 
trois lavages en PBS-1% lait ecreme-0.1% tween 20, les membranes sont 
sequentiellement incubees pendant 1 heure e temperature ambiante, dans 
3ml de PBS-1% lait ecreme-0.1% tween 20 contenant Tanticorps anti-souris 
peroxydase secondaire dilue au 1/3000^""®, puis apres 2 lavages, dans 3ml 
de PBS-1% lait ecr6me-0.1% tween 20. .Les membranes sont ensuite 
lavees une fois 10 minutes dans du PBS seul et gardees une nuit au 
refrigerateur 4*^0 dans 500|j| de PBS. Un substrat pour la p6roxydase 
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chlmloluminescence (kit ECL™, AMERSHAM Pharmacie Biotech) est 
d6pos6 d la surface des membranes (0.125ml/cm*), et laiss^ pendant une 
minute, puis les membranes sont 6goutt6es et plac6es en cassette 
« froide » entre 2 films Saran®. Les membranes sont imm6diatement 
expos6es en autoradiographle, la luml§re 6mise resultant de la reaction 
d'oxydation du luminol par la peroxydase 6tant collect6e sur des films 
KODAK X-OMAT avec des temps variants de quelques minutes ^ 1 lieure 
selon I'importance du signal. Les titres en antlcorps sont estim6s d I'aide 
d'un densitom^tre adapts au systSme supra. La sensibilKS de la reaction de 
chimioluminescence prSsente un seuil de detection des antlcorps induits 
6valu6e S 0,2ng/ml dans ces conditions exp6rimentales. 

Les protocoles des exp6rimentations pour ^valuer la r6ponse 
immunitaire in vivo chez les souris immunis6es par les preparations 
vaccinales d6crites supra utilisent des anticorps anti-mpp1, mpp2, mpp4 
ainsi que des anticorps secondaires anti-murin sp6cifiques Ig (M, G3, G2a, 
G2b, G1). 

II - Rdsultats 

H-1 R6Donse immunitaire in vivo chez les souris B6D2F1 
immunis6es oar les DrSoarations vaccinales 

La r6ponse Immunitaire des souris B6D2F1 immunisSes par le 
vaccin contrdle Lp2 est pr6dominante en anticorps IgM. La concentration 
des anticorps \gM reste constante au cours des trois immunisations 
temoignant d'une r6ponse immunitaire de type asp§cifique polyclonale due 
d la presence de MPLA. La valeur des anticorps IgM a §t6 soustraite d celle 
trouv6e dans les s6rums de souris immunls6es par le vaccin Lp1 (Figure 
4). 

Les souris immunis6es par la preparation vaccinate Lp4 presentent 
des antlcorps IgM anti-mpp1, anti-mpp2 et antl-mpp3 suite § la premiere 
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immunisation. Cette quantity d'anticoips \gM diminue jusqu'd disparaTtre 
suite d la troisidme Immunisation pour laisser apparattre une r^ponse 
Immunitaire pr6pond6rante en antlcorps lgG1 (Figure 5), 

L'immunisation des souris par ie vaccin Lp3 indult I'expression 
d'antlcorps IgM aprds la premiere Injection. Le titre en anticorps IgM 
diminue apr§s la deuxifeme Immunisation, p6rjode pendant laquelie la 
r6ponse immunitaire devient pr6pond6rante en anticorps lgG2b. Apr6s la 
troisl6me Injection le titre en anticorps lgG1 est maximal, en outre cette 
r6ponse immunitaire est positive pour les trols conjugu6s, le conjugu6 
mpp2 6tant le plus immunog6ne (Figure 6). • 

L'immunisation des souris par la preparation vaccinale Lp1 Induit 
Tapparition pr6dominante d'antlcorps \gM dirig6 centre les boucles 
extracellulaires 1, 2 et 4 de la prot^ine P-170. La quantity d'antlcorps IgM 
diminue au cours des deuxl6me et troisifeme Immunisations pour laisser 
apparattre une r^ponse Immunitaire pr6pond6rante en anticorps IgG antl- 
mpp2. Les titres an anticorps lgG3, lgG2a et lgG2b sent environ deux a 
trols fois sup§rieurs d la valeur basale alors que le titre en anticorps lgG1 
est cinq fois plus important (Figure 7). 

On observe, par comparaison des quantlt6s d'anticorps lgG1. que le 
conjugu6 mpp2 est respectivement 2.6 et 2 fois plus immunogdne que les 
conjugu6s mpp1 et mpp4. De plus, on constate que la preparation 
vaccinale Lp1 induit la plus forte r6ponse immunitaire globale, soit les 
isotypes (IgM, G3, G2a, G2b, G1) con-espondant g cliacune des boucles 
extracellulaires 1, 2 et 4 confondues. 

Les titres en anticorps induits par le conjugu§ mpp1 sent significatifs 
et comparables en valeur aux titres en anticorps d6tect§s pour les 
conjugu6s mpp2 et mpp4 contralrement aux r§sultats observes avec TosI 
et coll. (1995. Biochemical and biophysical research communications 
212(2) : 494-500). 

Aprds avoir determine la preparation vaccinale Lp1 comme ayant ie 
meilleur pouvoir immunogene, son innocuite a ete contrdlee sur une 
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p^riode de 18 mois apr^s la dernidre immunisation. Les souris immunis6es 
ne prdsentent pas de variations de poids significatives par rapport aux 
souris immunis6es par le vaccin contrdle Lp2. De plus, aucune modification 
comportementale, par example eu 6gard d la vigilance ou I'app^tit, n'a 
§t§ observ6e chez les animaux vaccinas avec la pr6paration vaccinale Lp1 . 
Enfin, des analyses histopatiiologiques des organes exprimant de fagon 
naturelle la prot6ine P-170 (rate, fole, reins, glandes surr6nales, pancreas, 
ovaires, coeur et poumons) ont d6montr6 I'absence de toxicit6 induite et/ou 
d'auto-immunitd chez les souris immunis6es par la pr6paration vaccinale 
Lp1. En effet. les seules lesions observables en position intra pSritonSales 
et en p§riph§rie des organes (foie, pancreas, riate et ovaires) ont 6t6 
attributes exclush/ement ^ I'utilisation d'Aium dans la composition 
immunogtne. Des analyses compldmentaires sur la recherche de I'agent 
d'inductlon des lesions obsen^tes ont confinn6 ce r6sultat. 

11-2 Evaluation in vivo de I'activit6 anti-chimior6slstance associfee 6 
I'immunisation oar la prtoaration vaccinale Ld1 

L'etude in vivo de l*6volution du ph6notype de resistance 
multidrogues chez les souris immunis6es par les preparations vaccinates 
Lp1 et Lp2 (contrdle) a §t6 initl6e suivant un protocole d'induction de 
tumeurs solides suivi du plan de traitement chimioth6rapeutique. Le 
traitement anticanc6reux d§bute 1 jour aprts I'inoculation des cellules 
canctreuses. 

Pr6alablement ^ I'injection des cellules P 388R aux souris 
immunis6es, les titres en anticorps dans les s6rums des souris immunis6es 
avec la preparation vaccinale Lp1 ont 6te determines : respectivement 
100%, 40% et 80% des serums presentaient des anticorps de type IgG1 
anti-mpp1, 2 et 4 avec une valeur moyenne de 0,3, 0,21 et 0,33 |jg/ml (1U 
correspond a 0,2pg/ml). 
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Le temps de survie des souris immunisSes par le vaccin Lp1 et Lp2 
a reprSsentd en fonction du temps (Figure 8). 

Les r^sultats graphiques montrent que le temps moyen de survie du 
groupe de souris immunis^es par Lp1 est de 39 jours alors que dans le 
groupe v^ccin^ par la preparation Lp2, il est de 22 jours. Les souris 
immunls6es par la preparation vaccinate Lp1 de fagon preventive ont done 
une augmentation de 77% du temps moyen de sun/ie par rapport au 
contrfile, 

Dans le groupe Lp2, on a observe pour Tune des souris, un temps 
de survie de 70 jours. 

Cette augmentation de 77% du temps de survie est observee alors 
m§me que le traitement chimlotherapeutique en tant que tel n'a ete 
administre que 22 jours d compter de Tinjection des cellules cancereuses 
resistantes. Or, on observe que le taux de survie chute § compter de la fin 
de Tadministratlon des anticanc6reux. en consequence on peut en deduire 
qu'une reversion complete serait observee si le traitement 
chimiotherapeutique se poursuivait sachant que seul ce dernier a un effet 
curatif contrairement aux auto-anticorps obtenus chez le patient immunise 
par la composition selon la presente invention. 

. Ces resultats sont tres prometteurs puisque les meilleurs resultats 
publies obtenus dans le traitement de la resistance multidrogues avec le 
m§me modele de cancer decrivaient une augmentation de survie de 49% 
chez des souri$ traitees par le S9788 aux doses de 100mg/kg/jour (Pierre 
et coll. -1992. Invest New Drug. 10 : 137-148). De plus, Yang et coll. (1999. 
BBRC. 266 : 167-173) ont observe, avec la m§me lignee cellulaire, une 
augmentation de survie de 35% chez des souris traitees par la vincristine et 
la ciclosporine A. D'autres auteurs ont encore demontre que certains 
revertants comme le trans-flupenthixol peuvent acceierer la mortalite par 
une augmentation du potentiel invasif des cellutes cancereuses. 

Cette augmentation du temps de survie est d'autant plus appreciabte 
que les modeles experimentaux murins de cancers sont tres exigeants sur 



refTicacitd du traitement puisque dds I'inoculation les cellules cancSreuses 
ont un degr6 de resistance sup6rleur ^ celui observ6 en clinlque. Cette 
constatation Implique que les agents de r6verslon solent actifs d§s 
rinjection des cellules cancSreuses, or on note que ces agents sont 

5 g6n6ralement actifs S des concentrations cytotoxiques atteintes 
progressivement au cours du traitement. 

L'immunisation par la preparation vaccinate Lp1 induit chez les 
souris la fomriation d'auto-anticorps actifs capables d'inhiber in vivo 
rapldement et durablement la resistance d la chimioth6rapie. 

10 L'immunisation par le vaccin Lp1 permet done d'inhiber rapidement la 
chimioresistance et de retablir in vivo I'activite des anticanc6reux chez les 
patients devenus refractaires au traitement chimioth6rapeutique. Au cours 
d'experimentations comptementaires, les auto-antlcorps circulants chez les 
souris immunis§es par la preparation Lp1 n'ont induit, aucune cytotoxicite, 

15 aucun d6veloppement de l6sions auto-immunes ni de majoration du 
potentiei invasif des cellules cancereuses. 

Les descriptions qui precedent mettent en particulier en ceuvre des 
peptides de la proteine P170 murine. Les protocoles d6crits sont cependant 
20 naturellement applicables de fagon similaire S la synthase de tout autre 
peptide, notamment ceux qui ont 6t§ d§crits ci-dessus pour la prot§ine 
P170 humaine. 
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Revendications : . 

1. Composition immunogdne caractdris^e en ce qu'elle comprend 
d'une part un v6liicule et d'autre part, en tant que structure 
antig^nique, des conjugu6s comprenant au moins un peptide d6riv6 
de la boucle extracellulaire 1 de la prot6ine P-170, cheque peptide 
6tant associ§ d plusleurs mol6cules d'acide gras de chaTne 
carbon6e comprise entre C12 et C24, lesdits conjugu6s pr6sentant 
tout ou partie de la conformation de la boucle extracellulaire 1 de la 
prot6ine P-170 pour, dans des conditions d'administration 
appropri6es, permettre I'induction d'anticorps anti-P-170. 

2. Composition Immunogdne selon la revendication 1, caractSris^e en 
ce que le vShicule choisi pour presenter les conjugu^s est choisi 
dans le groupe consistent en des liposomes, des prot^ines 
membranaires bact§riennes, des prot6lnes Omp d'ent6robact6ries, 
des nanoparticules, des miscelles, des particules d'or, des 
microbllles et des virosomes. 

3. Composition immunogfene selon I'une des revendications 1 ou 2, 
caract6ris6e en ce que les liposomes sont de pr6f§rence le v§hicule 
choisi pour presenter les conjugu§s et en ce que lesdits conjugu§s 
sont presents d la surface des liposomes. 

4. Composition immunog^ne selon I'une quelconque des 
revendications 1 & 3, caract^ris6e en ce que cheque conjugu6 
comprend quatre molecules d'acide gras de chaTne carbonee 
comprise entre C12 et C24. 

5. Composition immunogdne selon i'une quelconque des 
revendications 1 a 4, dans laquelle les conjugues sont 
t6trapalmitoyles. 
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6. Composition immunogdne selon Tune quelconque des 
revendications 1 d 5, caractSris^e en ce que. dans les conjuguSs, 
les peptides sont coupl§s de fagon covalente aux molecules d'acide 
gras. 

7. Composition immunogfene selon I'une quelconque des 
revendications 1^6, caractSris^e en ce que les peptides des 
conjugu^s comprennent les sequences d'acides amines d'au moins 
deux boucles, de pr^f§rence au moins trois boucles extracellulaires 
de la prot6ine P-170. 

8. Composition immunog^ne selon la revendication 7, dans iaquelle les 
conjugu6s comprennent des peptides d6riv§s des boucles 1, 4 et 6 
de la protSine P-170 humaine. 

9. Composition immunog§ne selon la revendication 8, dans Iaquelle les 
conjugu6s comprennent des peptides d6riv6s de la boucle 
extracellulaire 1 de la prot6ine P-170 humaine correspondant aux 
trois peptides resultant de la coupure de ladite boucle 1 au niveau 
des sites de glycosylation. 

10. Composition immunog^ne selon Tune quelconque des 
revendications 1 §i 9, caract6ris§e en ce que les peptides des 
conjuguSs sont respectivement choisis parmi les sequences d'acides 
amines suivantes : 

pour la boucle 1 : 

le peptide 1 : 

GEMTDIFANAGNLEDLLMSNITNRSDINDTGFFMNLEEDMTRYAYYYS 

ou le peptide 1a : GEMTDIFANAGNLEDLLMS 
ou le peptide lb : NITNRSDINDTGFF 
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ou le peptide 1c : MNLEEDMTRYAYYYS 

- pour la boucle 4 : FSRIIGVFTRIDDPETKRQNSNLFS 

- pour la boucle 6 : FRFGAYLVAHKLMSFED 

1 1 . Composition immunog6ne selon I'une quelconque des 
revendlcations 1 ^ 10, caract6ris6e en ce que les sequences 
d'acides amines des boucles extracellulaires des peptides des 
conjugu6s sont allongSes en position N- et/ou C-temdInale par un ou 
plusieurs r^sldus d'acides amines pour pernr^ettre I'association aux 
molecules d'aclde gras. 

12. Composition immunogSne selon la revendication 11, caract6ris6e en 
ce que I'association des peptides aux acides gras implique 
altemativement k rassociatlon en position N- et/ou C- terminate une 
association d des r^sidus d'acides amines internes de la sequence 
de peptides. 

13. Composition immunogdne selon I'une quelconque des 
revendications 1 12, dans laquelle les conjugu§s sont susceptibles 
d'§tre obtenus par une synthase sur support solide selon la strat6gie 
Boc/benzyle. 

14. Composition immunogSne selon la revendication 13, dans laquelle 
les conjugu^s sont synth^tis^s sur support solide selon la strategic 
Boc/t}enzyie. 

1 5. Composition immunog§ne selon I'une quelconque des 
revendications 3 a 14, dans laquelle les conjugu6s et les liposomes 
sont dans un rapport molaire compris entre 1/10 et 1/1000, de 
pr6f§rence de 1/250. 
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16. Composition immunog^ne selon Tune quelconque des 
revendications 3 15, dans laquelle les liposomes sont de 
pr6f6rence obtenus par melange des pliospliolipides 
dimyristoylphosphatidylcholine (DPMC), 

5 dimyristoypliosphatidylglycerol (DPMG) et cliolesterol. 

17. Composition immunogSne selon la revendication 16, dans laquelle le 
melange de DPMC, DPMG et cholest6rol est dans les proportions 
0.9 :0.1 :0.7. 

10 

18. Composition immunogdne selon I'une quelconque des 
revendications 1 ^ 17 comprenant en outre au moins un composant 
choisi pamni des adjuvants. 

15 19. Composition immunog6ne selon la revendication 18, dans laquelle 

les adjuvants sont choisis dans le groupe consistant en de I'Alum. du 
phosphate de calcium, de I'interleukine 1, du monophosphoryl lipide 
A (MPLA) et/ou des microcapsules de prot6ines et de 
polysaccharides. 

20 

20. Composition immunog^ne selon la revendication 19, dans laquelle 
I'adjuvant est de pr6f6rence I'Alum. 

21. Composition immunogdne caract6ris6e en ce qu'elle comprend 
25 d'une part un v6hicule et d'autre part, en tant que structure 

antigenique, des conjugu^s comprenant au moins un peptide derive 
de la boucle extracellulaire 1 de la prot6ine P-170 chaque peptide 
6tant associe ^ plusieurs molecules d'acide gras de chaTne 
carbonee comprise entre CI 2 et C24 lesdits conjugues presentant 
30 tout ou partie de la conformation de la boucle extracellulaire 1 de la 
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proteine P-170 pour la reversion de la resistance multidrogues 
apparaissant chez un patient atteint d'un cancer. . 

22. Composition pour le traitement de la resistance multidrogues selon 
la revendication 21, dans laquelle le cancer trait6 atteint le rein, le 
foie, le colon, I'intestin, la prostate, le sein, la vessie, le cerveau, le 
sang (leuc§mie) et/ou les tissus m6dulaires (myeiome). 
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Repi^sentation des peptides synth6tiques correspondant aux fraaments 
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Sch6matisation de la sfiategle de synthdse Boc«,enzyte des lipopeptldes sur support 
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Figure 4 



5f/riton^ ^l*^ ®" anticorps en fonction du temps d'immunfsaHon 2*™* 

Tnti^Doa rS f InXZL^TIS".'^^ immunfs6es par Lp2. Les anticorps ant^mppl ) 
«Sn3 nio o ^"^^'"PP^ ( p. ) O"* «^ quantifies et les dlff^rents Isotypes ditect^in 
utilisant des anticorps secondalres anti-murins sp^clflques Ig (M G3 G2a G2b x 

dnTst^lTJ*- ^^^^""^ hfetogramme repr^sente la moyenne des UteuW obten^^^^^^ 
McZ ^P^^^ ""^ Immunisation. Una unite c^rl^sponS ^ 
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Isotypes des anticoi^ spieifiqnes k mppl, 2 et 4 



Anticorps anti-mpplBl> anticorps anti-mpp2 WSi, anticorps anti-mpp4 ^ 

Fig- 4 
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Figure 5 

Representation du titre en anticorps en fonctlon du temps d'immunlsation (1*^ 2**"® s*™* 
injection) dans les s§njms de souris lmmunis§es par Lp4. Les anticorps antl-mppi ('§» ) 
anti-mpp2 ( fH ), anti-mpp4 ( ^ ) ont &6 quantifies et les diff§rents Isotypes d^tectes eri 
utilisant des anticorps secondalres antl-murins sp^clfiques Ig (M, G3, G2a, G2b G1) 
respectivement. Chaque histogramme repr6sente la moyenne des valeurs obtenues pour 5 
s6rums de souns saignSes 12 jours aprds une Immunisation. Une unite correspond S O 2Mg 




Anticorps anti-mpplfflj , anticorps anti-mpp2 anticorps anti-mpp4 ^ 

Fig. 5 




Figure 6 

Repr§sentation du titre en anticorps en fonction du temps d'immunisation (1^*^. 2^"*^, 
injection) dans les s§mms de sourls immunisSes par Lp3. Les anticorps anti- 
'npP'i ( iS )> anti-mpp2 ( Hi ). anti-mpp4 (^) ont 4td quantifies et les diff^rents 
isotypes ddtectSs en utilisant des anticorps secondaires anti-murin sp^cifiques Ig (M, 
G3. G2a, G2b, G1) respectivement. Cheque histogramme reprSsente la moyenne 
des valeurs obtenues pour 5 s§rums de souris saignSes 12 jours aprds une 
immunisation. Une unit6 correspond d 0,2|jg ig/mi. . 




Figure 7 

Representation du tilre en anticorps en fbnctton du temps d'lmmunisatfon (1*™, 2^"^, 
injection) dans les sdrums de souris immunisSes par Lpl. Les anticorps anti- 
mppl ( m ). anti-mpp2 (Ig} ). anti-mpp4 (^) ont §t6 quantifi^ et les diff§rents 
isotypes dStectds en utilisant des anticorps secondaires anti-murin spScifiques ig (M, 
G3, G2a, 62b, G1) respectivement. Cheque iiistogramme repr^sente la moyenne 
des valeurs obtenues pour 5 sdrums de souris saign^es 12 Jours aprds une 
immunisation. Une unite correspond d 0.2Mg Ig/mi. 
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Figure 8 
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<110> University de Reims Champagne Ardenne 
AC-IMMUNE S.A.R.L. 

<120> VACCIN THBRAPEUTIQUB CIBLE CONTRE LA P-OLYCOPROTEINE 
170 POUR INHIBER LA RESISTANCE MULTIDROQUES DANS LE 
TRAITEMENT DBS CANCERS 

<130> B5636 -AO/DBE 

<140> 
<141> 

<160> 10 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 38 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: peptide 

<400> 1 

Gly Asn Met Thr Asp Ser Phe Thr Lys Ala Glu Ala Ser lie Leu Pro 
^5 10 15 

Ser lie Thr Asn Gin Ser Gly Pro Asn Ser Thr Leu lie lie Ser Asn 
20 25 30 

Ser Ser Leu Qlu Glu Glu 
35 



<210> 2 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: peptide 
<400> 2 

Lys Val Leu Thr Ser Phe Thr Asn Lys Glu Leu Ala Tyr Ala Lys 



1 



1 



5 



10 



15 



<210> 3 
<211> 14 
<212> PRT 

<213> S6quence artlflclelle 
<220> 

<223> Description de la sfiquence artif iclelle: peptide 
<400> 3 

Ser Arg Asp Asp Asp Met Glu Thr Lys Arg Gin Asn Qlu Asn 
15 10 



<210> 4 
<211> 48 
<212> PRT 

<213> Sequence artlflclelle 
<220> 

<223> Description de la sequence artlflclelle: peptide 
<400> 4 

Gly Glu Met Thr Asp He Phe Ala Asn ^ Ala Gly Asn Leu Glu Asp Leu 
1 5 10 15 

Leu Met Ser Asn He Thr Asn Arg Ser Asp He Asn Asp Thr Gly Phe 
20 25 30 

Phe Met Asn Leu Glu Glu Asp Met Thr Arg Tyr Ala Tyr Tyr Tyr Ser 
35 40 45 



<210> 5 
<211> 19 
<212> PRT 

<213> Sequence artlflclelle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : peptide 



2 



<400> 5 

Gly Glu Met Thr Asp lie Phe Ala 
1 5 

Leu Met Ser 



Asn Ala Oly Asn Leu Qlu Asp Leu 
10 IS 



<210> 6 
<211> 14 
<212> PRT 

<213> Sequence artlflcielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : peptide 
<400> 6 

Asn lie Thr Asn Arg Ser Asp lie Asn Asp Thr Gly Phe Phe 
15 10 



<210> 7 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: peptide 
<400> 7 

Met Asn Leu Glu Glu Asp Met Thr Arg Tyr Ala Tyr Tyr Tyr Ser 
^5 10 15 



<210> 8 
<211> 25 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: peptide 
<400> 8 

Phe Ser Arg lie He Gly Val Phe Thr Arg He Asp Asp Pro Glu Thr 



3 



10 15 



Lys Arg Oln Aan Ser Asn Leu Phe Ser 
20 25 



<210> 9 
<211> 18 
<212> PRT 

<213> Sequence artiflcielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artiflcielle; peptide 
<400> 9 

Phe Thr Arg lie Asp Asp Pro Glu Thr Lys Arg Gin Asn Ser Asn Leu 
15 10 15 

Phe Ser 



<210> 10 
<211> 17 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: peptide 
<400> 10 

Phe Arg Phe Gly Ala Tyr Leu Val Ala His Lys Leu Met Ser Phe Glu 
15 10 15 

Asp 
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DATE ET SIGMATiiREri:! ~" — " 



DATE ET SIGNATURE(S) 
DU (DES) DEMANDEUR(S) 
OU DU MANDATAIRE 
(Noifi et quality du signatalre) 

Paris, le 07 nnai 2004 
DESAIXAnne 
CPI 93.3006 




o, ^ ^^^^ ^'^^^ ^ I'informatique. aux fichiers et aux llbert^s s'applique aux r^oonses fates d c« fcm,.,w«. 

Elie garantit un droit d'acc6s at da rectification pour las donn6as vous concemant auprte de 1^^?NpT 



I^PI 



BREVET D'INVENTION 

CERTIFICAT D'UTIUT^ 

Code dt ta piDprttM Intelltctuelto - Uvra Vi 



N* 1123S*03 



D^ARTEMENT DES BREVETS 

26 bit, ma Saint Pfttaribouig 
75800 Paris Cedex 08 



DESIGNATION D'INVENTEUR(8) Pag^ N« ?../?. . 
(A fpumfr dans le cas les demandeurs et 
les Inventeurs ne sortt pas les mfimes personnes) 









B5636-AD 


N** D'ENREQISTREMENT NATIONAL 


0309188 


UTRE DE LINVENTION (200 cMctftrot ou .ai 


taeaa roasdmuin) 





LE(S) DEMANDEUR(S) : 

UNIVERSITE DE REIMS CHAMPAGNE-ARDENNE . 
AC-IMMUNE SARL 



Represent6e par : ERNEST GUTMANN-YVES PLASSERAUD SA. 

3 rue Chauveau-Lagarde 
75008 PARIS- France 



DE8IGNE(ND EN TANT QU'INVENTEUR(S) : 



D Nom 

Pr^noms 



Rue 



Adresse 

Code postal et vIHe 
Soci6t6 d'appartenance (facuHatiJ) 



PAWLACK 6pouse RQBUN 



Corinne 



Etchdparia - Route M§harin 



16 i4 16 14 lO I ARMgMnARIT<^ 



Unlverslta de Reims Champagne-Ardenne 



H Nom 



Pr^noms 



Rue 

Code postal et ville 



Adresse 

Socl6t6 d'appartenance OwmUanjy 



I ■ ' ' ' I 



fel Nom 

Pr^noms 



Adresse 



Rue 



Code postal et ville 



Society d^appartenance QhasitatiJ) 



I I 1 I I I 



S'il y a plus de trois inventeurs, utilisez plusleurs fbrmmaires, Indiquez en haut h drofte ie N** de la 

DATE ET SIGNATURE(S) " ~^ 

DU (DES) DEMANDEUR(S) 

OU DU MANDATAIRE 

(Nom et qualM du signataire) 

Paris, le 07 mal 2004 
DESAIXAnne 
CP! 93.3006 



page suM du nombre de pages. 




La loi n**78-17 du 6 Janvier 1978 relative d llnformatique, aux fichiers et aux libert§s s'appllque aux rtponses 
tile garantit un droit d'accfes et de rectification pour les donn^es vous concemant aupr^s de TINPL 



faltes d ce formulaire. 



PCT/EP2004/008330 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the appHcant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 
^FADED TEXT OR DRAWING 

BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



1 



